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1 研究概要
　膠芽腫は最も致死性の高い脳腫瘍である。 5 年生存率は 10% ほどと非常に低く [1] 、また治療成
績はここ 30 年以上変化がない。そのため、膠芽腫の治療に関係する重要な遺伝子の同定は強く求め
らている。先行研究などでは遺伝子発現をもちいた研究から、膠芽腫の予後、治療への反応を左右す
るサブタイプ (サブタイプは 4 種類で Proneural 、 Classical 、 Mesenchymal 、 Neural サブ
タイプがある。)に関連する遺伝子が知られている [2] 。
　この研究では、新たに TCGA (The Cancer Genome Atlas)[3] より、 295 人の膠芽腫患者の 
DNA メチル化強度データをダウンロードし、その高次元データに対して主成分分析をもちいて解析
をおこなった [4][5][6][7] 。主成分分析は解析対象となる高次元データに含まれる情報を、低次元に
落とし込みそのデータの持つ意味を見出し易くできるため、対象とする高次元 DNA メチル化強度
データから各サブタイプの患者における特徴を見出すためにもちいた。実際の計算は、主成分分析な
ど便利な関数を使用することができる、統計解析向けフリーソフト R[8] を用いておこなった。その
結果、これまでに同定されていたサブタイプに関連した、特異的な DNA メチル化と遺伝子を同定す
ることができた。
2  DNA メチル化
　DNA メチル化とはエピジェネティクスの代表的なものである。エピジェネティクスとは、 DNA 
塩基配列の変化を伴わず、細胞分裂後も継承される遺伝子発現を制御・伝達するシステム、およびそ
のシステムを対象とする学術分野のことである[9] 。このような機構は、化学的に安定しているが、食
事、大気汚染、喫煙、酸化ストレスへの暴露などの環境要因によって動的に変化する。
　DNA メチル化は DNA メチルトランスフェラーぜによってメチル基が付加されることで起こり、
染色体 DNA 分子の塩基であるシトシンが 5- メチルシトシンに変化する化学反応である。重要な特
徴として遺伝子のプロモータ部分にある CpG サイトが DNA メチル化されると、その遺伝子の発現
が抑制することが知られている。また DNA メチル化はヒトの疾患研究から、様々な病気と関連して
いることが知られている。例えば ICF と呼ばれる症候群 (immunodeficiency, centromere 
instability and facial anomaly : 免疫不全、セントロメア不安定性、顔貌異常を伴う疾患 ) は 
Dnmt3b 遺伝子における突然変異によって起こり、さまざまなゲノム領域でのメチル化不足を伴う。
また、ある種の癌において遺伝子発現パターンの変化を呈する遺伝子の CpG アイランド内部には 
DNA のメチル化過剰がみられる [10] 。
3 主成分分析
　主成分分析は、互いに相関のある変数について観測された多次元データのもつ情報をできるだけ失
うことなく、もとの変数の線形結合で表される新たな変数へ要約するための手法である。個体を特徴
づける複数の変数を融合することによって新たな意味づけを有した変数を生み出し、データの中から
興味のある情報を取り出すことができる。また、高次元データをより少数個の変数へ要約して、次元
の縮小を行い、 1 次元直線、 2 次元平面、 3次元空間に射影して、データの構造を視覚的に把握する
ための手法として用いることもできる。
　具体的には主成分分析は、多次元データに内在する情報という概念を分散で捉えて、情報をできる
だけ失うことなく新たな変数を定義していく方法で、新たに定義された変数を分散が最大のものから
第1 主成分、第2 主成分、・・・と呼び、それぞれは直行するよう定義される。
4 研究内容
4.1 使用するデータ
　今研究ではデータの操作に統計解析向けフリーソフト R[8] を用いておこなった。使用したデータ
は TCGA[3] よりダウンロードした、ヒトの多形性膠芽腫 DNA のメチル化強度をHumanMeth-
ylation27によって測定したしたデータをもちいた。正確には、 295 人の膠芽腫患者に対して観測さ
れた、正規化された 24981個の CpG サイトにおけるメチル化強度の数値である。このデータをも
とに、行がターゲットとなり CpG サイト名、列が患者番号となるメチル化強度をまとめた 24981 
行 295 列の行列データを作成した。また、同じくダウンロードしたサブタイプがわかっている患者番
号 [2] を使い、対象としている 295 人の患者のサブタイプを調べ、サブタイプ情報なしは 0 、 
Proneural サブタイプは 1 、 Classical サブタイプは 2 、 Mesenchymal サブタイプは 3 、 
Neural は 4 と番号付けをした、 295 人の患者に対応した長さ 295 のベクトルを作成した。
4.2 主成分分析の実行
　各サブタイプの患者において特徴的のある CpG サイトを見つけたいが、今回扱う行列データは、
そのままでは高次元なため、データの意味を見出すことが難しい。そのためこの研究では、主成分分
析をもちいて複数の患者におけるメチル化強度を線型結合した主成分を新たに生み出し、生み出した
主成分の中からサブタイプにおいて特徴をもつ主成分がないかを探す。その後、サブタイプにおいて
特徴をもつ主成分が見つかれば、その主成分を用いてサブタイプにおいて特徴をもつ CpG サイトを
見つけ出すこととした。
　4.1節で作成した行列データに主成分分析をおこなった結果、第 2 主成分の係数ベクトルでは、サ
ブタイプの判明している患者の係数において、proneural サブタイプの患者にかかる係数が他のサブ
タイプの患者にかかる係数にくらべて高いという特徴があることがわかった。このことから、第2 主
成分の主成分得点の数値が大きい CpG サイトでは、各患者でのメチル化強度において、Proneural 
サブタイプの患者でのメチル化強度が他のサブタイプの患者のメチル化強度に比べて高いのではない
かと予想される。また、第 2 主成分の主成分得点の数値が小さい CpG サイトでは、各患者でのメチ
ル化強度において、 反対に、 Proneural サブタイプの患者でのメチル化強度が他のサブタイプの患
者のメチル化強度に比べて低いのではないかと予想できる。
　以上のことから、第 1 主成分の主成分得点と
第 2 主成分の主成分得点をもちいて CpG サイ
トをプロットし、その図より第 2 主成分の主成
分得点が最も大きい CpG サイトから順に 9 個、
第 2 主成分の主成分得点が最も小さい CpG サ
イトからも順に 9 個を取り出した。その 18 個
の CpG サイトでのサブタイプの判明している
各患者のメチル化強度を、赤が Proneural 、
緑が Classical 、青が Mesenchymal 、水色
が Neuralとしてプロットした ( 図1 , 図2 )
。
　概ね予想の通り、最大のものから取り出して
作成したプロットは、第 2 主成分の係数ベクト
ルと同様に Proneural サブタイプの患者での
メチル化強度が他のサブタイプの患者のメチル
化強度に比べて高く、最小のものから取り出し
て作成したプロットは反対に、 Proneural サ
ブタイプの患者でのメチル化強度が他のサブタ
イプの患者のメチル化強度に比べて低くなって
いることがわかった。
　実際、各 CpG サイトの Proneural サブタ
イプの患者でのメチル化強度と他のサブタイプ
の患者のメチル化強度との間に、どれほど有意
差があるかを調べるため、 CpG サイトを取り
出す個数を最大最小から順番に 9 個ずつから 
20 個に増やし、t 検定をおこなった。その結
果、取り出してきたほとんどの CpG サイトで 
Proneural サブタイプの患者と他のサブタイプ
の患者のメチル化強度の間に有意な差があり、
他のサブタイプ間ではほとんど有意差がないこ
とが確かめられた。
5 結論
　先行研究では遺伝子発現の情報をもとにサブ
タイプを同定していた [2] が、以上のことから、
この研究で DNA メチル化強度のデータに主成
分分析を用いることでも、Proneural サブタイプの患者において特徴的なメチル化強度を示す CpG 
サイトを同定することができた。
　最後に、取り出してきた CpG サイトがどの遺伝子をしめし、その遺伝子がどのような疾患に関係
図 2: 第2主成分得点が最小から順に取り出した9個の
CpGサイトでは、各サブタイプ患者でどのようなメチル
化強度を示しているか
図 1: 第2主成分得点が最大から順に取り出した9個の
CpGサイトにおいて、各サブタイプ患者でどのようなメ
チル化強度を示しているか
するかを調べた。 結果、二つの遺伝子( ErbB2 および LRRC4 )は膠芽腫に関係していること、また
他の 5 つの遺伝子( TTC12 、 LGALS3 、 WFDC2 、 BCAT2 、 ANK3 )が他の神経腫瘍に関
連していることがわかった。
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